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(54) Title: HOMOGENTISATE-DIOXYGENASE 



(54) Bezeichnung: HOMOGENTISAT-DIOXYGENASE 

^ (57) Abstract: The invention relates to a new type of expression cassettes which, under genetic control, contain regulating nucleic 
^ acid sequences a) nucleic acid sequence coding for 4-hydrophenylpyruvate dioxygenase (HPPD) or for one of its functional equiva- 
lents; and/or b) at least one nucleic acid sequence (anti-HGD), which can inhibit the homogentisate-di oxygenase (HGD) activity. Hie 
fs| invention also relates to vectors which are suitable for the production of plants having an increased tocopherol content, to transgenic 
0O plants produced therewith, and to a method for the production of transgenic plants having an increased tocopherol content. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft neuartige Expressionskassetten, enthaltend unter genetischer Kontrolle regulati- 
^ ver Nuldeinsauresequenzen a) die kodierende Nukleinsauresequenz fur 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPPD) oder fur 

ein funktionales Aquivalent davon; und/oder b) wenigstens eine Nukleinsauresequenz (anti-HGD), welche zu einer Inhibition der 
Q Homogentisat-Dioxygenase (HGD)-Aktivitat befalugt ist, sowie Vektoren, die zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Tocophe- 

rol-Gehalt geeignet sind, damit hergestellte transgene Pflanzen sowie Verfahren zur Herstellung transgener Pflanzen mit erhohtem 
^ Tocopherol-Gehalt. 
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Homog ntisat-Dioxygenase 



Die vorli gende Erfindung betrifft neuartig genetische 
5 Konstrukte, wie Express ionskassetten und Vektoren, zur 

Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-Gehalt, damit 
hergestellte transgene Pflanzen sowie Verfahren zur Herstellung 
transgener Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-Gehalt . 

10 Ein wichtiges Ziel pf lanzenmolekulargenetischer Arbeiten ist die 
Erzeugung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt an zuckern, Enzymen 
und Aminosauren. Wirtschaf tlich interessant ist jedoch auch die 
Entwicklung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt an vitaminen, wie 
z.B. mit erhohtem Tocopherol (Vitamin E) -Gehalt. 

15 

Die in der Natur vorkommenden acht Verbindungen mit Vitamin E-Ak- 
tivitat sind Derivate des 6-Chromanols (Ullmann's Encyclopedia of 
Industrial Chemistry, Vol. A 27 (1996), VCH Verlagsgesellschaf t, 
Chapter 4„, 478-488, Vitamin E) . Die erste Gruppe (la-d) umfaftt 
20 die Tocopherole (I), die zweite Gruppe (2a-d) umfaBt die Toco- 
trienole (II): 



25 




(I) 



30 la, a-Tocopherol: R 1 = R 2 = R 3 = CH 3 , 

lb, 0-Tocopherol : R 1 = R 3 = CH 3 , R 2 = H 

1c, Y~ Toc opherol : R 1 = H, R 2 = R 3 = CH3 

Id, 6-Tocopherol: R 1 = R 2 = H, R 3 = CH 3 




(II) 



2a , a-Tocotrienol: R 1 = R 2 = R 3 = CH3, 

2b, 0-Tocotrienol : R 1 = R 3 = CH 3 , R 2 - H 

45 2c, y-Tocotrienol : R 1 = H, R 2 = R 3 = CH 3 

2d, 6-Tocotrienol: R 1 = R 2 - H, R 3 = CH 3 
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2 

wobei 



R 1 , R 2 und R3 wie oben definiert sind. 
^ Wirtschaftlich grdfite Bedeutung b sitzt derzeit alpha-Tocopherol . 

Der Entwicklung von Kulturpf lanzen mit erhdhtem Tocopherol-Gehalt 
durch Gewebekultur Oder Samenmutagenese und naturliche Auswahl 
sxnd Grenzen gesetzt. So muB einerseits der Tocopherol-Gehalt 
berexts in Gewebekultur erfaflbar sein und andererseits k5nnen nur 

10 dxe;,enxgen Pflanzen iiber Gewebekulturtechniken manipuliert 

werden, deren Regeneration zu ganzen Pflanzen aus Zellkulturen 
gelxngt. AuBerdem kSnnen Kulturpf lanzen nach Mutagenese und 
Selektion unerwunschte Eigenschaften zeigen, die durch teilweise 
mehnnalxge Ruckkreuzungen wieder beseitigt werden mtissen. Auch 

15 ware die Erhdhung des Tocopherol-Gehaltes durch Kreuzung auf 
Pflanzen der selben Art beschrankt. 

Aus diesen Griinden ist das gentechnische Vorgehen, die fiir die 
Tocopherol-syntheseleistung kodierenden, essentiellen 
20 Bxosynthesegene zu isolieren und in Kulturpf lanzen gezielt zu 
ubertragen, dem klassischen Ztichtungsverfahren iiberlegen. Dieses 
verfahren setzt voraus, dafl die Biosynthesewege und deren 
Regulation bekannt sind und daB Gene, die die Biosyntheseleistung 
beexnflussen, identif iziert werden. 

Der Tocopherolsyntheseweg in Pflanzen ist schematisch in 
bexlxegender Figur 1 dargestellt. im Stand der Technik gibt es 
bxsher kexnen brauchbaren Ansatz, der eine gezielte Erhdhung der 
Tocopherol-Biosynthese in Pflanzen gestattet. 

Kurze Beschreibung der Erfindung: 

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung Mittel bereitzustellen, mit 
deren Hxlfe eine verbesserte Tocopherol-Biosynthese erreicht 
35 werden kann. 



25 



30 



40 



Dxese Aufgabe konnte erfindungsgemMB uberraschenderweise durch 
dxe Berextstellung von genetischen Konstrukten gelost werden, mit 
deren Hxlfe die Biosynthese von Homogentisat, einem 
Tocopherol-Vorlaufer, und damit die Bildung von Tocopherol erhoht 
werden kann. Gleichzeitig kann erf indungsgemaB der unerwunschte 
AbfluB von Homogentisat zu Maleylacetoacetat unterbunden und 
damxt dxe Tocopherolsynthese weiter verbessert werden. 



45 
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Ein erst r Gegenstand der Erfindung betrif ft daher ine Expr s- 
sionskass tt , enthaltend unt r g netischer Kontrolle r gulativ r 
Nukleins aure sequen zen 

5 a) die kodierende Nukleinsauresequenz fur 4- Hydroxyphenylpyru- 
vat-Dioxygenase (HPPD) oder fiir ein funktionales Aquivalent 
davon, wodurch bei Expression die Homogentisat-Biosynthese- 
rate erhoht wird; und/oder 
b) wenigstens eine Nukleinsauresequenz (anti-HGD), welche zu ei- 
10 ner Inhibition der Homogentisat-Dioxygenase(HGD)-Aktivitat 

befahigt ist. 

"Inhibition" ist in diesem Zusammenhang weit auszulegen und 
umfafit die teilweise oder im wesentlichen vollstandige, auf 

15 unterschiedliche zellbiologische Mechanismen beruhende 

Unterbindung oder Blockierung der HGD-Enzymaktivitat in der mit 
einem erf indungsgemafien anti-HGD-Konstrukt trans formierten 
Pflanze oder dem Pflanzenteil oder Gewebe. Eine Inhibition im 
Sinne der Erfindung umfaAt auch eine mengenmafiige Verringerung 

20 von aktiver HGD in der Pflanze, bis hin zu einem im wesentlichen 
vollstandigen Fehlen (d.h. fehlende Nachweisbarkeit von 
HGD-Enzymaktivitat oder fehlende immunologische Nachweisbarkeit 
von HGD) von HGD-Protein. 

25 Erf indungsgemaJJ sind verschiedene Strategien zur Verringerung 
oder Inhibition der HGD-Aktivitat umfasst. Der Fachmann erkennt, 
dass eine Reihe verschiedener Methoden zur Verfugung steht, um 
die HGD-Genexpression in gewiinschter Weise zu beeinf lussen. 

30 Die erf indungsgemSfl bevorzugte Strategie umfasst die Verwendung 
einer Nukleinsauresequenz (anti-HGD) , welche zu einer antisense- 
Nukleinsauresequenz transkribierbar ist r die zur Inhibition der 
Homogentisat-Dioxygenase (HGD)-Aktivitat befahigt ist, z. B. in- 
dem sie die Expression von endogener HGD inhibiert. 

35 

Weitere Methoden zur Inhibition der HGD-Expression umfassen die 
zu Kosuppression fiihrende Uberexpression homologer HGD-Nuklein- 
sauresequenzen (Jorgensen et al. (1996): "Chalcone synthase co- 
suppression phenotypes in petunia flowers: Comparison of sense 

40 vs. antisense constructs and single copy vs. complex T-DNA se- 
quences. ", Plant Mol. Biol. 31 (5): 957-973. ), die Induktion des 
spezif ischen RNA-Abbaus durch die Pflanze mit Hilfe eines viralen 
Express ions systems (Amplikon) (Ang 11, S. M., Baulcomb r D. C. 
(1999): "Technical advance: Potato virus x amplicon mediated si- 

45 lencing of nuclear genes." Plant J. 20 (3): 357-362.), die Ein- 
fiihrung von Nonsense-Mutationen in das Endog n mittels Einfiihrung 
von RNA/DNA-Oligonukleotiden in die Pflanze (Zhu et al. (2000): 
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"Engine ring herbicide resistant maize using chimeric RNA/DNA 
olxgonucleotides." Nat. Biotechnol. 18 (5): 555-558.) oder die 
Generxerung von Knockout-Mutanten mit Hilfe von z. B. T-DNA-Muta- 
genese (Koncz et al. (1992): -t-dna ins rtional mutagenesis in 
5 Arabxdopsxs." Plant Mol. Biol. 20 (5): 963-976.) oder homolger 
Rekombxnation (Hohn, B. ; Puchta, H. (1999): "Gene therapy in 
plants." Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 8321-8323.). 

Auf die oben beschriebenen Druckschriften und die darin offenbar- 
10 ten Methoden zur Regulation der pflanzlichen Genexpression wird 
hxermit ausdrucklich Bezug genommen. 



antisense-Nukleinsauresequenzen; 

fur homologe HGD kodierende und zu Kosuppression fuhrende Nu- 
kleinsauresequenzen 

HGD -RNA-Abbau bewirkende virale Nukleinsauresequenzen und Ex- 
pres sionskons trukte ; 

Nonsense-Mutanten von endogenen HGD kodierenden Nukleinsaure- 
seguenzen; 

fur Knockout-Mutanten kodierende Nukleinsauresequenzen- 
zu homologer Rekombination geeignete Nukleinsauresequenzen; 
wobex die Expression jeder einzelner dieser Sequenzen eine "inhi- 
25 bxtxon- der HGD-Aktivitat xm sinne der Erfindung bewirken kann. 
Auch exne kombinierte Anwendung solcher Sequenzen ist denkbar. 

Erfindungsgemafl bevorzugt wird die kodierende HPPD-Sequenz mit 
der kodxerenden Sequenz eines Pf lanzenorganell-spezifischen 

30 Transitpeptids funktional verknupft. Das Transitpeptid besitzt 
dabex vorzugsweise Spezifitat fur die Samen oder die Plastiden, 
wxe z.B. dxe Chloroplasten, Chromoplasten und/oder Leukoplasten, 
der Pflanze. Das Transitpeptid lenkt die exprxmierte 
HPPD-Aktivitat an den gewunschten zielort in der Pflanze und wird 

35 nach dessen Erreichen vom HPPD-Proteinteil vorzugsweise 

proteolytisch abgespalten. Die kodierende Transitpeptid-Sequenz 
befxndet sxch im erfindungsgemaBen Expressionskonstrukt 
vorzugsweise 5 ' -stromauf warts von der kodierenden HPPD-Sequenz. 

40 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stehen die 

kodierende HPPD-Sequenz und die anti-HGD-Sequenz jeweils unter 
der genetischen Kontrolle eines pf lanzenspezifischen Promoters. 

Erfindungsgemafl besonders bevorzugte Expressionskassett n 
45 umfassen eine kodierende HPPD-NukleinsSur sequenz, welche fur 

exn Prot in, enthaltend eine Aminosauresequenz gemafl SEQ ID NO: 15 
oder in funktionell s Aquivalent davon kodiert, oder die eine* 





mit 


15 


a) 




b) 




c) 


20 


d) 




e) 




f) 
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Nukl insaur s guenz von inschli fllich Nukleotid in Position 8 
bis einschliefilich Nukleotid in Positi n 1153 gemaB SEQ ID NO: 14 
od r ein f unktionelles Equivalent davon umfaBt. 

5 Die anti-HGD-Nukleinsauresequenz kann gemaB einer bevorzugten 
Ausfiihrungsform die in ant i sense-Orient ierung insert ierte 
kodierende Nukleinsauresequenz von Homogentisat-Dioxygenase Oder 
ein funktionales Fragment davon enthalten. Eine bevorzugte 
Ausfiihrungsform der erf indungsgemafien Expressionskassetten umfaBt 

10 eine HGD-Sequenzmotiv gemaB SEQ ID NO:l in 

antisense-Orientierung. Dies fuhrt zur vermehrten Transkription 
von Nukeinsauresequenzen in der transgenen Pfanze, welche 
komplementar zur endogenen kodierenden HGD-Sequenz oder einem 
Teil davon sind und mit dieser auf DNA- oder RNA-Ebene 

15 hybridisieren. 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung betrif ft rekombinante 
Vektoren, umfassend wenigstens eine Expressionskassette gemaB 
obiger Definition. Beispiele erf indungsgemaBer Vektoren umfassen 
20 wenigstens ein Express ionskonstrukt folgenden Typs: 

5'-Pf lanzenspezif ischer Promotor/HPPD oder anti-HGD/ 
Terminator-3 ' . Hierbei kann die kodierende HPPD-Sequenz auch 
durch eine kodierende Sequenz fiir ein Fusionsprotein aus 
25 Trans i t pep t id und HPPD ersetzt sein. 

Bevorzugte Beispiele umfassen monomere Vektoren, enthaltend eines 
der folgenden Expressionskonstrukte: 

30 a) 5'-35S-Promotor/anti-HGD/OCS-Terminator-3' ; 
bl ) 5 ' -LeguminB-Promotor/HPPD/NOS-Terminator-3 9 ; 
b2 ) 5 r -LegiiminB-Promotor/Tramsitpeptid-HPPD/NOS-Terminator-3 9 • 

Die Konstrukte a) und b) erfordern eine Kotransf ormation der 
35 Pflanze mit beiden Vektoren, d.h. mit a) und bl) bzw. b2 ) . 

Bevorzugte Beispiel umfassen auBerdem binare Vektoren, enthaltend 
folgendes Konstrukt: 

40 cl ) 5 9 -35S-Promotor/anti-HGD/OCS-Terminator/LeguminB-Promotor/ 
HPPD/NOS-Terminator-3' ; und 
c2 ) 5 9 -35S-Promotor/anti-HGD/OCS-Terminator/LeguminB-Promotor/ 
Trans itpeptid-HPPD/NOS-Terminator-3 9 . 

45 Konstrukt cl) bzw. c2) erlaubt die gleichzeitige Transformation 
der Pflanze mit HPPD und anti-HGD. 
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Ein weit rer Geg nstand der Erfindung betrif ft Mikroorganismen, 
enthaltend wenigstens einen erf indungsgemafien rekombinant n 
Vektor. Bevorzugt sind solche Organismen, welche zur Infektion 
von Pf lanzen und damit zur tibertragung der erf indungsgemafien 
5 Konstrukte befahigt sind. 

Bevorzugte Mikroorganismus sind solche aus der Gattung 
Agrobacterium und insbesondere der Art Agrobacterium tumefaciens. 

10 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrif ft die Verwendung 
eines erf indungsgemafien Vektors oder Mikroorganismus zur Trans- 
formation von Pf lanzen , Pf lanzenzellen, -geweben oder -teilen 
insbesondere mit dem Ziel, diese zu einer verbesserten 
Tocopherol-Synthese zu befahigen. 

15 

Ein anderer Gegenstand der Erfindung betrif ft transgene Pflanze, 
transformiert mit wenigstens einem erf indungsgemafien Vektor oder 
Mikroorganismus und transgene Zellen, Gewebe, Telle oder 
transgenes Vermehrungsgut von solchen Pf lanzen. 

20 

Die erf indungsgemafien transgenen Pf lanzen sind insbesondere 
ausgewahlt unter Kulturpf lanzen, wie Getreide, Mais, Soja, Reis, 
Baumwolle, Zuckerriibe, Canola, Sonnenblume, Flachs, Kartoffel, 
Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat, wie Kresse, und den 
25 verschiedenen Baum-, Nufi- und Weinspecies. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur 
Herstellung von transgenen Pflanzen mit verbesserter 
Tocopherolproduktion, wobei man Pflanzen, die zur 

30 Tocopherolproduktion befahigt sind, oder Pf lanzenzellen, -gewebe 
oder -telle oder Protoplasten davon mit wenigstens einem 
erf indungsgemafien Vektor oder wenigstens einem erf indungsgemafien 
Mikroorganismus transformiert, die trans formierten zellen, 
Gewebe, Pf lanzenteile oder Protoplasten in einem Wachstumsmedium 

35 kultiviert und gegebenenf alls aus der Kultur Pflanzen 
regeneriert . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung 
einer Expressionskassette, eines Vektors, eines Mikroorganismus 
40 oder einer transgenen Pflanze gemafi obiger Definition zur 

Gewinnung von Pf lanzenmetaboliten, insbesondere Tocopherolen. 

Ein letzter Gegenstand der Erfindung betrifft schliefilich ein 
Verfahren zur Herstellung von Tocopherol n, das dadurch gekenn- 
45 zeichnet ist, dafl man aus einer Kultur einer erf indungsgemafi 
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Tocopherol in an sich 

Ausfuhrlich B schreibung d r Erfindung: 

5 

Die erfindungsgemafie Transformation von Pflanzen mit einem HPPD 
kodierenden Konstrukt fiihrt zur Uberexpression dieses Proteins 
und damit zur Steigerung der Homogentisatbildung. Durch 
gleichzeitige Transformation mit anti-HGD, insbesondere dem 
10 antisense-HGD Konstrukt wird ein unerwiinschter Abf lufl dieses 
Metaboliten zu Maleylacetoacetat vermieden. Eine erhdhte 
Homogentisatmenge steht in der transgenen Pf lanze somit zur 
Bildung von Tocopherolen uber die Intermediate 

Methyl- 6 -phytylquinol und 2,3-Dimethyl-phytylquinol (vgl. Figur 
15 1) zur Verfiigung. 

Unter einer Nukleotid- oder Nukleinsaure-Sequenz versteht man 
erf indungsgemaft beispielsweise eine genomische oder eine 
komplementare DNA-Sequenz oder eine RNA-Sequenz sowie halb- oder 
20 vollsynthetische Analoga davon. 

Die HPPD- oder anti-HGD-Nukleotidsequenzen der erf indungsgemafien 
Konstrukte konnen synthetisch hergestellt oder natiirlich gewonnen 
werden oder eine Mischung aus synthetischen und naturlichen 
25 DNA-Bestandteilen enthalten, sowie aus verschiedenen heterologen 
HGD bzw. HPPD-Genabschnitten verschiedener Organismen bestehen. 
Die anti-HGD-Sequenz kann von einem oder mehreren Exons und/oder 
Introns, insbesondere Exons des HGD— Gens abgeleitet sein. 

30 Beispielsweise konnen synthetische Nukleotid-Sequenzen mit Kodons 
erzeugt werden, die von den zu trans formierenden Pflanzen bevor- 
zugt werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons konnen anhand 
der Kodonnutzung in iiblicher Weise fur die Pf lanze bestimmt wer- 
den. Bei der Preparation einer Expressionskassette konnen ver- 

35 schiedene DNA-Fragmente so manipuliert werden, daJ3 eine Nukleo- 
tid-Sequenz mit korrekter Leserichtung und korrektem Leseraster 
erhalten wird. Fur die Verbindung der Nukleinsaure-Fragmente 
untereinander konnen an die Fragmente Adaptoren oder Linker 
angesetzt werden. 

40 

Funktionale Aquivalente des HPPD-Gens sind solche Sequenzen, 
welche trotz abweichender Nukleotidsequenz noch fiir ein Protein 
mit der erf indungsgemafi gewiinschten Funktion n kodieren, d.h fiir 
ein Enzym mit Homogentisat-bildender Aktivitat. 

45 
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trans formierten Pf lanze das gewiinscht 
bekannter Weise isoliert. 
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Funktionale Aquivalent von anti-HGD umfassen solche Nukleotid- 
sequ nzen welche die HGD-Enzymf unktion in d r transg nen Pf lanze 
in ausreichendem Mafle unterbinden. Dies kann z.B. durch 
Behinderung oder Unterbindung der HGD-Proz ssierung, des 
5 Transports von HGD oder deren mRNA, Hexnmung der Ribosomenanlage- 
rung, Hemmung des RNA-Spleifiens , Induktion eines RNA-abbauenden 
Enzyms und/oder Hemmung der Trans lationselongation oder -termina- 
tion erfolgen. 

10 Funktionale Aquivalente umfassen allgemein naturlich vorkommende 
Varianten der hierin beschriebenen Seguenzen sowie kunstliche, 
z.B, durch chemische Synthese erhaltene, an den Kodon-Gebrauch 
einer Pf lanze angepaBte, kunstliche Nukleotidsequenzen. 

15 Unter einem funktionalen Aquivalent versteht man insbesondere 
auch natiirliche oder kunstliche Mutationen einer urspriinglich 
isolierten fur HGD oder HPPD kodierenden Sequenz, welche 
weiterhin die gewunschte Funktion zeigen. Mutationen umfassen 
Substitutionen, Additionen, Deletionen, Vertauschungen oder 

20 Insertionen eines oder mehrerer Nukleotidreste . Somit werden 
beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch die 
vorliegende Erfindung mit umfaBt, welche man durch Modifikation 
der HGD- bzw. HPPD-Nukleotidsequenz erhalt. Ziel einer solchen 
Modifikation kann z.B. die weitere Eingrenzung der darin 

25 enthaltenen kodierenden Sequenz oder z.B. auch die Einfiigung 
weiterer Restriktionsenzym-Schnittstellen sein. 

Funktionale Aquivalente umfassen auch solche Varianten, deren 
Funktion , verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Genfragment, 
30 abgeschwacht oder verstarkt ist, also beispielsweise solche 
HPPD-Gene welche fur eine HPPD-Variante mit niedrigerer oder 
hoherer enzymatischer Aktivitat als der des Ursprungsgens 
kodieren. 



35 AuJ3erdem sind artifizielle Nukleinsauresequenzen geeignet, 
solange sie, wie oben beschrieben, die gewunschte Eigenschaft 
beispielsweise der Erhohung des Tocopherol-Gehaltes in der 
Pf lanze durch Uberexpression des HPPD-Gens oder Expression einer 
anti-HGD-Sequenz in Kulturpf lanzen vermitteln. Solche 

40 artifiziellen Nukleotid-Sequenzen konnen beispielsweise durch 
Ruckiibersetzung mittels Molecular Modelling konstruierter 
Proteine f die HGD- bzw. HPPD-Aktivitat aufweisen oder durch in 
vitro-Selektion ermittelt werden. Besonders ge ignet sind 
kodierende Nukleotid-Sequenzen f die durch Ruckubersetzung einer 

45 Polypeptidsequenz gemaB der fiir die Wirtspflanze spezifischen Ko- 
don-Nutzung erhalten wurden. Die spezifisch Kodon-Nutzung kann 
ein mit pf lanzengenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch 
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Comput rauswertungen ander r, b kannt r Gene d r zu 
trans fonnierenden Pflanz leicht ermitt In. Um unerwiinschte 
pflanzliche Regulationsmechanismen zu umg hen, kann man 
beispielsweise ausgeh nd von d r Aminosaures quenz einer 
5 bakteriellen HPPD und unter Beriicksichtigung der pf lanzlichen 
Kodon-Nutzung DNA-Fragmente riickubersetzen und daraus die 
vollstandige, fiir einen Einsatz in der Pflanze optimierte exogene 
HPPD-Sequenz herstellen. Daraus wird ein HPPD-Enzym exprimiert, 
welches der pflanzlichen Regulation nicht oder nur unzureichend 
10 zuganglich ist, wodurch die Uberexpression von Enzymaktivitat 
voll zur Geltung gelangen kann. 

Als weitere geeignete aquivalente Nukleinsaure-Sequenzen sind 
Seguenzen zu nennen, welche fiir Fusionsproteine kodieren, wobei 

15 Bestandteil des Fusionsproteins z.B. ein HPPD-Polypeptid oder ein 
funktionell aquivalenter Teil davon ist. Der zweite Teil des 
Fusionsproteins kann z.B. ein weiteres Polypeptid mit enzymati- 
scher Aktivitat sein oder eine antigene Polypeptidsequenz r mit 
deren Hilfe ein Nachweis der HPPD-Expression moglich ist (z.B. 

20 myc-tag oder his-tag). Bevorzugt handelt es sich dabei jedoch um 
eine regulative Proteinsequenz , wie z.B. ein Signal- oder 
Transitpeptid, das das HPPD-Protein an den gewiinschten wirkort 
leitet. 



25 Eine Erhohung des Tocopherol-Gehaltes in der Pflanze bedeutet im 
Rahmen der vorliegenden Erf indung die kunstlich erworbene FShig- 
keit einer erhohten Biosyntheseleistung wenigstens einer Verbin- 
dung aus der Gruppe der Tocopherole und Tocotrienole gemaft obiger 
Definition in der Pflanze gegenuber der nicht gentechnisch modi- 

30 fizierten Pflanze fiir die Dauer mindestens einer Pf lanzengenera- 
tion. 



Der Biosyntheseort von Tocopherol ist im allgemeinen das 
Blattgewebe aber auch der Samen, so daB eine blattspezif ische 
35 und/oder samenspezif ische Expression insbesondere des HPPD-Gens 
und gegebenenfalls von anti-HGD sinnvoll ist. Es ist jedoch 
naheliegend, daB die Tocopherol-Biosynthese nicht auf den Samen 
beschrankt sein mufi, sondern auch in alien iibrigen Teilen der 
Pflanze gewebespezif isch erfolgen kann. 

40 

Dariiberhinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen Gens 
von Vorteil. Andererseits kann aber auch eine induzierbare 
Expression wiinschenswert sein. 



45 Die in den erf indungsgemaBen Expressionskassett n enthaltenen 
regulativen Nukleinsauresequenzen steuern die Expression der 
kodierenden Sequenzen (wie der HPPD-Sequenz, g geb nenfalls 
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Die Expressionskass tte kann auch inen chemisch induzierbaren 
Promoter enthalten, durch d n die Expression des exogenen Gens in 
der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gest uert werden kann. 
D rartige Prom toren, wie z.B. der PRPlPromotor (Ward t al., 
5 Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 361-366), ein durch Salicylsaure 
induzierbarer (WO 95/19443), ein durch Benzolsulf onamid-induzier- 
barer (EP-A-0388186) , ein durch Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz 
et al., (1992) Plant J. 2, 397404), ein durch Abscisinsaure-indu- 
zierbarer (EP-A 335528) bzw. ein durch Ethanol- Oder 
lO Cyclohexanon-induzierbarer (WO 93/21334) Promotor konnen 
ebenfalls verwendet werden. 



Weiterhin sind insbesonders solche Promotoren bevorzugt, die die 
Expression in Geweben Oder Pf lanzenteilen sicherstellen, in denen 

15 die Biosynthese von Tocopherol bzw. dessen Vorstufen stattfindet. 
Xnsbesondere zu nennen sind Promotoren, die eine blattspezif ische 
Expression gewahrleisten. Zu nennen sind der Promotor der 
cytosolischen FBPase aus Kartof £el oder der ST-LSI Promotor aus 
Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2445 - 245). 

20 Beispiele fiir samenspezif ische Promotoren sind der 

Phaseolin-Promotor (US 5504200), der USP-Promotor (Baumlein, H. 
et al., Mol. Gen. Genet. (1991) 225 (3), 459 - 467) oder der 
LEB4-Promotor (Fiedler, U. et al.. Biotechnology (NY) (1995), 13 
(10) 1090) zusammen mit dem l*EB4-Signalpeptid. 

25 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion 
eines geeigneten Promotor s mit einer geeigneten anti-HDG- bzw. 
HPPD-Nukleotidsequenz, gegebenenf alls einer fiir eine Transit - 
peptid kodierenden Seguenz, welche vorzugsweise zwischen dem 

30 Promotor und der HPPD-Sequenz angeordnet ist, sowie einem 
Terminator- oder Polyadenylierungssignal. Dazu verwendet man 
gangige Rekombinations- und Klonierungstechniken, wie sie 
beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 

35 Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, 
M.L. Berman und L.W. Enguist, Experiments with Gene Fusions, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in 
Ausubel, F.M. et al.. Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Publishing Assoc. and Wiley Interscience (1987) 

40 beschrieben sind. 



Wie bereits erwahnt, konnen auch Expressionskassetten verwendet 
werden, deren DNA-Sequenz fiir ein HPPD-Fusionsprotein kodiert, 
wobei ein Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die 
45 Translokation des Polyp ptides st uert. Als Beispi 1 konnen 

genannt werden: Chloroplasten-spezif ische Transitpeptide, welche 
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nach Translokation HPPD-Gens in die Chloroplasten vom HPPD-Teil 
enzymatisch abgespalten werden. 

Insbesonder ist zu nenn n das Transitpeptid, das von der 
5 plastidaren Transketolase (TK) oder einem funktionellen 

Aquivalent dieses Transitpeptids (z.B. dem Transitpeptid der 
klemen Untereinheit der RubisCO oder der Ferredoxin:NADP 
Oxidoreduktase) abgeleitet ist. 

10 Zweckmafligerweise kdnnen die Promotor- und die Terminator-Regio- 
nen in Transkriptionsrichtung mit einem Linker oder Polylinker, 
der eine oder mehrere Restriktionsstellen fur die Insertion 
dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In der Regel hat der 
Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 

15 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Linker innerhalb der 
regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger als 100 bp, 
haufig weniger als 60 bp, mindestens jedoch 5 bp. 

Promotor, Terminator sowie die anderen regulativen Elemente 
20 konnen sowohl nativ (homolog) als auch fremdartig (heterolog) zur 
Wirtspflanze sein. 

Ferner konnen genetische Manipulationen, die passende 
Restriktionsschnittstellen bereitstellen oder die uberflussige 

25 DNA oder Restriktionsschnittstellen entfernen, im Rahmen der 
Erfmdung eingesetzt werden. Wo Insert ionen, Deletionen oder 
substitutionen, wie z.B. Transit ionen und Trans vers ionen, in 
Frage kommen, konnen an sich bekannte Techniken, wie in 
vitro-Mutagenese, "primer repair" , Restriktion oder Ligation 

30 verwendet werden. Durch Manipulationen, wie z.B. Restriktion, 
"chewing-back" oder Auffiillen von iiberhangen fur "blunt ends" 
konnen komplementare Enden der Fragmente fur die Ligation zur 
Verfiigung gestellt werden. 

35 Die erfindngsgemafien Expressionskassetten werden bevorzugt in 
geeignete Trans format ions vektoren insertiert. Geeignete Vektoren 
sind unter anderem in "Methods in Plant Molecular Biology and 
Biotechnology" (CRC Press) , Kap. 6/7, S. 71 - 119 (1993) 
beschrieben . 

40 

Vorzugsweise werden sie in einen Vektor, wie beispielsweise 
pBinl9, pBinAR, pPZP200 oder P ptv, kloniert, der geeignet ist, 
Agrobacterium tumefaciens zu transform! ren. Die mit einem 
solchen Vektor trans formierten Agrobakterien konnen dann in 
45 bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, insbesondere von 
Kulturpflanzen, wie z.B. von Tabakpflanz n, verwendet werden, 
mdem beispielsw ise verwundete Blatter oder Blattstucke in einer 
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Agrobakt ri nlosung gebad t und anschliefiend in geeigneten Medien 
kultiviert w rden. Die Transformation von Pflanzen durch 
Agrobakt rien ist unter anderem bekannt aus F.F. White, V ctors 
for Gene Transfer in Higher Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, 
5 Engin ering and Utilization, herausgegeben von S.D. Rung und R. 
Wu f Academic Press, 1993, S. 15-38. 

Aus den trans formiert en Zellen der verwundeten Blatter bzw. 
Blattstiicke konnen in bekannter Weise transgene Pflanzen 
10 regeneriert werden. 

Die tibertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pf lanze wird 
als Transformation bezeichnet. Es werden dabei die beschriebenen 
Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus 

15 Pf lanzengeweben oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen 
Transformation genutzt. Geeignete Methoden sind die 
Protoplas tent rans formation durch Polyethylenglykol-induzierte 
DNA-Auf nahme , das biolistische Verfahren mit der Genkanone, die 
sogenannte particle bombardment Methode, die Elektroporation, die 

20 Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung, die 
Mikroinjektion und der durch Agrobacterium vermittelte 
Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. 
Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic 
Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 

25 S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993), 128 - 143 sowie in 
Potrykus, Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42 (1991), 
205 - 225) beschrieben. Vorzugsweise wird das zu exprimierende 
Konstrukt in einen Vektor kloniert r der geeignet ist, 
Agrobacterium tumefaciens zu transf ormieren, beispielsweise 

30 pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711). 

Mit einer Expressionskassette transf ormierte Agrobakterien 
konnen, ebenfalls in bekannter Weise, zur Transformation von 
Pflanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen, wie Getreide, Mais, 

35 Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, Canola, Sonnenblume, 
Plachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und 
den verschiedenen Baum-, NuB- und Weinspezies, verwendet werden, 
z.B. indem verwundete Blatter oder Blattstiicke in einer 
Agrobakterienlosung gebadet und anschliefiend in geeigneten Medien 

40 kultiviert werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, 
transf ormiert mit einer erf indungsgemaflen Expressionskassette, 
sowie transgene Zellen, Gewebe, Telle und Vermehrungsgut solcher 
45 Pflanzen. Besonders bevorzugt sind dabei transgene 

Kulturpf lanz n, wie z.B. G rste, Weiz n, Rogg n, Mais, Hafer, 
Soja, Reis, Baumwolle, Zuck rrube, Canola, Sonn nblume, Flachs, 



WO 01/12827 

ML PCT/EP00/07807 

Hanf, Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und die 

Irflndon H BaUm "' NUB " Weins P e2ies - Pflanzen xm sinne der 
Erfxndung sxnd mono- und dikotyle Pflanzen oder Algen. 

5 Die Erfindung wird nun in den folgenden Ausfiihrungsbeispielen 
unter Bezugnahme auf die beiliegenden Figuren naher erlautert. 
Dabex zexgt: 

Figur 1 eine schematische Darstellung des 
10 Tocopherolbiosyntheseweges in Pflanzen; pp steht dabei 

fur Pyrophosphat; wird in der Pflanze Homogentisat mit 
Geranyl-geranyl-PP umgesetzt (nicht gezeigt) so werden in 
analoger Weise die entsprechenden Tocotrienole gebildet; 

15 Figur 2 einen binaren Transformations-Vektor, welcher die HPPDop 
in Samen trans formierter Pflanzen exprimiert und gleich- 
zextxg die Expression der endogenen HGD unterdriickf A = 
35S-Promotor; B = HGD in antisense-Orientierung; C = OCS 
Terminator; D = Legumin B-Promotor; E = Transitpeptid der 

20 FNR; f = HPPDop; G = NOS-Terminator; 

Figur 3 Konstruktionsschemata der HPPD kodierenden Plasmide 
pUC19HPPDop und pCRScriptHPPDop; 

25 Figur 4 Konstruktionsschemata der antiHGD kodierenden Plasmide 
pBxnARHGDanti und pCRScriptHGDanti ; und 

Figur 5 Konstruktionsschemata der Trans format ions vektoren 
pPTVHGDanti und pPZP200HPPD. 

30 

Allgemeine Methoden: 

a) Allgemeine Klonierungsverf ahren 

35 Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefiihrten Klonie- 
rungsschritte wie z.B. Restriktionsspaltungen, AgaroseGelelektro- 
phorese, Rexnigung von DNA-Fragmenten , Transfer von Nukleinsauren 
auf Nitrozellulose und Nylonmembranen, Verkniipfen von DNA-Frag— 
40 v™!h' TranSf0rmation ™ coli zellen, Anzucht von Bakterien, 
40 Vermehrung von Phagen und Seguenz analyse rekombinanter DNA wurden 
wxe bex Sambrook et al. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory 
Press; ISBN 0-87969-309-6 beschrieben durchgef iihrt 



45 
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b) Seguenzanalyse rekombinanter DNA 

Die Sequenzi rung rekombinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem 
Laserfluoreszenz-DNA-Sequ nzierer der Firma Licor (Vertrieb durch 
5 MWG Biot ch, Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger et 
al., Proc. Natl* Acad. Sci. USA 74 (1977), 5463 - 5467). 

Beispiel Is Klonierung einer Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase 
(HPPD) mit fiir Expression in Brassica napus optimierter 
10 DNA-Sequenz 

Die Aminosauresequenz der Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPPD) 
aus Streptomyces avennitilis (Accessionnr. U11864) wurde unter 
Beriicksichtigung der Codonverwendung in Brassica napus (Raps) in 

15 eine DNA-Sequenz zuruck ubersetzt. Die Codonusage wurde mittels 
der Datenbank http://www.dna.affrc.go.jp/ -nakamur a/ index. html 
bestimmt. Die abgeleitete Sequenz wurde unter Anheftung von Sail 
Schnittstellen durch Ligation uberlappender Oligonukleotide mit 
anschlieGender PCR-Amplif ikation (Rouwendal, GJA; et al, (1997) 

20 PMB 33: 989-999) synthetisiert (SEQ ID N0:14). Die Richtigkeit 
der Sequenz des synthetischen Gens wurde durch Sequenzierung 
iiberpruft. Das synthetische Gen wurde in den Vektor pBluescript 
II SK+ (Stratagene) kloniert. 

25 Beispiel 2: Klonierung einer Homogentisat-Dioxygenase (HGD) aus 
Brassica napus 

a) Isolierung von gesamt-RNA aus Bliiten von Brassica napus 

30 Von Brassica napus var. Westa wurden offene Bliiten geerntet und 
in flussigem Stickstoff eingefroren. Das Material wurde 
anschliessend im Morser pulverisiert und in Z6-Puffer (8 M 
Guanidinium-Hydrochlorid, 20 mM MES, 20 mM EDTA, auf pH 7,0 mit 
NaOH eingestellt? versetzt mit 400 p.1 Mercaptoethanol/100 ml 

35 Puffer unmittelbar vor Gebrauch) aufgenommen. Die Suspension 
wurde dann in Reaktionsgef asse uberflihrt und mit einem Volumen 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1 ausgeschiittelt . Nach 10 
roinutiger Zentrif ugation bei 15000 U wurde der Uberstand in ein 
neues Reaktionsgef aJ3 uberfuhrt und mit 1/20 Volumen IN Essigsaure 

40 und 0,7 Volumen Ethanol (absolut) die RNA gefallt. Nach erneuter 
Zentrifugation wurde das Pellet zunachst in 3M 

Nat ^i^nacetatlosung und nach einer weiteren Zentrifugation in 70 
% Ethanol gewaschen. Anschliessend wurde das Pellet in DEPC 
(Diethylpyrocarbonat) Wasser gelost und die RNA-Konzentration 
45 photometrisch bestimmt. 




PCT/EP00/07807 



WO 01/12827 . , _ 

PCT/EP00/07807 

16 ~- 

nL^ rStellUn9 ^ CDNA 9eSamt ~ aus Bliiten von Brassica 



20 ug Gesamt-RNA wurden zunachst mit 3,3 ul 3 M 
5 ^nr^ 1 ^ U,>9 ' 1M "^esiumsulfatlosung versetzt and 

SLi / f ° * DEPC WaSS6r auf 9 ef «Ht. Dazu wurde 1 ul 

SS (BOehrin ^r Mannheim, gegeben und 45 min bei 37 

lO ^°^ Chl ° r f orm/Isoam ylalkohol wurde die rna mit Ethanol 

Sf i ^ Pellet " 100 »* DBPC Wasser aufgenommen. 2,5 ug 

RNA aus dxeser Ldsung wurden mittels eines CDNA-Kits (Gibco i£? 
nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. * 

15 nlplf - Amplifikati ° n eines ^eilfragments der HGD aus Brassica 

Durch Vergleich der DNA-Sequenzen der bekannten 
Homogentisat-Dioxygenasen (HGD, aus Arabidopsis thaliana 

20 inr e r i0nnr ' U80668 >' Homo sa P^ns (Accessionnr. U63008, und Mus 
20 musculus (Accessionnr. U58988) wurden fiir eine pgr 

Olrgonukleotide abgeleitet, denen am 5'-Ende eine Sail und am 
3 -Ende exne Asp718 Restriktionsschnittstelle angefUgt worden 
war. Das Oligonukleotid am 5'-Ende umfaBt die Seq^enH 



25 GTCGACGGNCCNATNGGNGCNAANGG (SEQ ID NO: 2), 

beginnend mit der Base 661 des Arabidopsis-Gens . Das 
Olxgonukleotid am 3 '-Ende umfaBt die Sequenz: 

30 GGTACCTCRAACATRAANGCCATNGTNCC (SEQ ID NO: 3), 

beginnend mit der Base 1223 des Arabidopsis-Gens, wobei N jeweils 
inosxn bedeutet und R fiir den Einbau von A oder G in das 
Oligonukleotid stent. 

35 

Her S ^T Reakti r WUrdB Tat 3- pol y»erase von TAKARA nach 

llll ellerangaben durchgefiihrt. Als Template wurden 0,3 m der 
CDNA erngesetzt. Das PCR-Programm lautete: 

40 



45 
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30 sec 
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25 


Zyklen: 


94 


Grad 


4 sec 
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46 Grad 
72 Grad 



30 sec 
1 m±n 



1 Zyklus: 72 Grad 30 min 

5 Das Fragment wurde mittels NucleoSpin Extract (Machery und Nagel) 
gereinigt und nach Herstellerangaben in den Vektor pGEMT 
( Pr omega ) kloniert . 

Die Richtigkeit des Fragments wurde durch Sequenzierung 
10 uberpruft. 

Beispiel 3 : Herstellung eines Pf lanzentransformations-Konstrukts 
zur Uberexpression der HPPD mit optimierter DNA-Sequenz (HPPDop) 
und Ausschaltung der HGD 

15 

Zur Herstellung von Pflanzen, welche die HPPDop in Samen 
exprimieren und in denen die Expression der endogenen HGD mittels 
antisense-Technik unterdriickt ist, wurde ein binarer Vektor 
angefertigt, der beide Gensequenzen enthalt (Figur 2, Konstrukt 



a) Herstellung einer HPPDop-Expressionskassette 

Dazu wurden zunachst die Komponenten der Kassette zur Expression 
25 der HPPDop, bestehend aus dem LeguminB- Promo tor ( Access ionnr. 
X03677), dem Transitpeptid der Ferredoxin:NADP+ Oxidoreduktase 
aus Spinat (FNR; Jansen, T, et al (1988) Current Genetics 13, 
517-522) und dem NOS -Terminator (enthalten im pBIlOl Accessionnr. 
U12668) mittels PCR mit den benotigten Res trikt ions schnittstellen 
30 versehen. 

Der Legumin-Promotor wurde aus dem Plasmid plePOCS (Baumlein, H, 
et al.(1986) Plant J. 24, 233-239) mit dem 
stromauf wart s-Oligonukleotid : 

35 

GAATTCGATCTGTCGTCTCAAACTC (SEQ ID NO: 4) 

und dem stromabwarts-Oligonukleotid: 

40 GGTACCGTGATAGTAAACAACTAATG (SEQ ID NO: 5) 

mittels PCR amplif iziert und in den Vektor PCR-Script 
(Stratagene) nach Herstellerangaben kloniert. 



20 VI ) . 



45 
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Das Transitpeptid wurde aus dem Plasmid pSK-FNR (Andrea Babette 
Regierer "Molekulargenetische Ansatze zur Veranderung der 
Phosphat-Nutzungsef f izienz von hoheren Pflanzen", P+h Wissen- 
schaftlicher V rlag, Berlin 1998 ISBN: 3-9805474-9-3) mittels PGR 
5 mit dem 5 '-Oligonukleotid: 

ATGGTACCTTTTTTGCATAAACTTATCTTCATAG (SEQ ID NO: 6) 
und dem 3 '-Oligonukleotid: 

10 

ATGTCGACCCGGGATCCAGGGCCCTGATGGGTCCCATTTTCCC (SEQ ID NO: 7) 



amplif iziert . 



15 Der NOS-Terminator wurde aus dem Plasmid pBHOl (Jefferson, R.A. , 
et al (1987) EMBO J . 6 (13), 3901-3907) mittels PCR mit dem 
5 ' -Oligonukleotid : 

GTCGACGAATTTCCCCGAATCGTTC : (SEQ ID NO: 8) 

20 

und dem 3 '-Oligonukleotid 



AAGCTTC CGATCTAGTAAC ATAGA (SEQ ID NO: 9) 



25 amplif iziert. 



Das Amplikon wurde jeweils in den Vektor pCR-Script (Stratagene) 
nach Herstellerangaben kloniert. 

30 Fur die Expressionskassette wurde zunachst der NOS-Terminator als 
Sall/Hindlll-Fragment in einen entsprechend geschnittenen 
pUC19-Vektor ( Yanisch-Perron, C, et al (1985) Gene 33 r 103-119) 
umkloniert. In dieses Plasmid wurde anschlieftend das 
Transitpeptid als Asp718/Sall-Fragment eingefiihrt. Der 

35 Legumin-Promotor wurde dann als EcoRI/Asp718 Fragment 

einkloniert. Das Gen HPPDop wurde als Sail-Fragment in dieses 
Konstrukt eingefiihrt (Figur 3, Konstrukt III). 

Die fertige Kassette in pUC19 wurde als Template fiir eine PCR 
40 verwendet, wozu fur den Leguminpromotor das Oligonukleotid: 

AAGCTTGATCTGTCGTCTCAAACTC (SEQ ID NO: 10) 

und fiir den Nos-Terminator das Oligonukleotid: 

45 

AAGCTTCCGATCTAGTAACATAGA (SEQ ID NO: 11) 
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verwend t wurden. Das Amplikon wurde in pCR-Script kloniert und 
pCR- Script HPPDop genannt (Figur 3, Konstrukt IV). 

b) Herstellung einer antiHGD-Expressionskassett 

5 

Fiir die Ausschaltung der HGD mit antisense-Technik wurde das 
Genf ragment als Sail /Asp7 18 -Fragment in den Vektor pBinAR 
(Hofgen, R. und Willmitzer, L., (1990) Plant Sci. 66: 221-230) 
kloniert , in dem der 35S-Promotor und der OCS-Terminator 
10 vorliegen (Figur 4, Konstrukt I). Das Konstrukt diente als 
Vorlage fiir eine PCR Reaktion mit dem Oligonukleotid: 

ATTCTAGACATGGAGTCAAAGATTCAAATAGA (SEQ ID NO: 12) , 

15 spezifisch fiir die 35S-Promotor-Sequenz; 
und dem Oligonukleotid: 

ATTCTAGAGGACAATCAGTAAATTGAACGGAG (SEQ ID NO: 13). 

20 spezifisch fiir OCS-Terminator-Sequenz 

Das Amplikon wurde in den Vektor PCR-Script (Stratagene) kloniert 
und HGDanti genannt (Figur 3, Konstrukt II). 

25 c) Herstellung des binaren Vektors 

Zur Erstellung eines binaren Vektors zur Raps-Transformation 
wurde zunachst das Konstrukt HGDanti aus pCRScriptHGDanti als 
Xbal -Fragment in den Vektor pPTV (Becker, D.,(1992) PMB 20, 
30 1195-1197) kloniert (Abbildung 5, Konstrukt V). In dieses Plasmid 
wurde das Konstrukt LegHPPDop aus pCRScriptHPPDop als 
Hindlll-Fragment eingefiigt. Dieses Plasmid wurde mit 
pPTVHPPD/ HGDanti bezeichnet (Figur 2 f Konstrukt VI). 

35 Beispiel 4: Herstellung von Konstrukten zur Kotrans formation zur 
Uberexpression von HPPDop und Ausschaltung von HGD in Brassica 
napus Pflanzen 

Zur Kotrans formation von Pflanzen mit HPPDop und antiHGD wurde 
40 das Konstrukt LeguminB-Promotor/Tansitpeptid/HPPDop/NOS aus dem 
Vektor pCRScriptHPPDop (Figur 3, Konstrukt IV) als 
Hindi I I -Fragment herausgeschnitten und in den entsprechend 
geschnittenen Vektor pPZP200 (Ha jdukiewicz, P., et al., (1994) 
PMB 25(6): 989-94) eingefiigt (Figur 5, Konstrukt VII). Dieses 
45 Plasmid diente spater zur Kotrans formation von Pflanzen zusammen 
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mit dem Vektor pPTVHGDanti (Figur 5, Konstrukt V) aus Beispiel 3 
c). 

Beispiel 5: Herstellung transgener Brassica napus Pflanzen 

5 

Die Herstellung transgener Raps Pflanzen orientierte sich an 
einem Protokoll von Bade, J.B. und Damm / B. (in Gene Transfer to 
Plants , Potrykus, I. und Spangenberg, G., Hrsg. f Springer Lab 
Manual, Springer Verlag, 1995, 30-38), in welchem auch die 
10 Zusammensetzung der verwendeten Medien und Puffer angegeben ist. 

Die Transformation erfolgte mit dem Agrobacterium tumefaciens 
Stamm EHA105 ( Li, X.Q., et al., PMB (1992) 20, 1037). Zur 
Transformation wurde entweder das oben genannte Plasmid 
15 pPTVHPPDopHGDant i (Figur 2) oder nach Anzucht gemischte Kulturen 
von Agrobakterien mit den Plasmiden pPTVHGDanti und pPZP200HPPDop 
(Figur 5) verwendet. 



Samen von Brassica napus var. Westar wurden mit 70% Ethanol (v/v) 
20 oberflachensteril gemacht, 10 Minuten bei 55°C in Nasser 

gewaschen, in l%iger Hypochlorit-Losung (25% v/v Teepol, 0,1% v/v 
Tween 20) 20 Minuten inkubiert und sechsmal mit sterilem Wasser 
jeweils 20 Minuten gewaschen. Die Samen wurden drei Tage auf 
Filterpapier getrocknet und 10-15 Samen in einem Glaskolben mit 
25 15 ml Keimungsmedium zur Keimung gebracht. Von mehreren 
Keimlingen (ca. 10 cm groB) wurden die Wurzeln und Apices 
entfernt und die verbleibenden Hypokotyle in ca. 6 mm lange 
Stiicke geschnitten. Die so gewonnenen ca. 600 Sxplantate wurden 
30 Minuten mit 50 ml Basalmedium gewaschen und in einem 300 ml 
30 Kolben uberfuhrt. Nach Zugabe von 100 ml Kallusinduktionsmedium 
wurden die Kulturen fur 24 Stunden bei 100 U/min inkubiert. 

Von den Agrobacterium Stammen wurden Ubernacht kulturen bei 29°C in 
Luria Broth-Medium mit Kanamycin (20mg/l) angesetzt, davon 2ml in 

35 50 ml Luria Broth-Medium ohne Kanamycin fur 4 Stunden bei 29°C bis 
zu einer OD 600 von 0,4-0,5 inkubiert. Nach der Pelletierung der 
Kultur bei 2000 U/min fiir 25 min wurde das Zellpellet in 25 ml 
Basalmedium resuspendiert . Die Konzentration der Bakterien in der 
Losung wurde durch Zugabe von weiterem Basalmedium auf eine OD 6 oo 

40 von 0,3 eingestellt. Zur Kotrans formation wurde die Losung der 
beiden Stamme zu gleichen Teilen vermischt. 



Aus den Raps-Explanten wurde das Kallus-Induktionsmedium mit 
sterilen Pipetten entfernt, 50 ml Agrobacterium-Losung 
45 hinzugefugt, vorsichtig gemischt und 20 min inkubiert. Die 

Agrobacterien-Suspension wurde entfernt, die Raps-Explantate 1 
min mit 50 ml Kallus-Induktionsmedium gewaschen und anschlieflend 
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100 ml Kallus-Induktionsmedium hinzugefiigt. Die Co-Kultivierung 
wurde 24 h auf inem Rotations schuttler bei 100 U/min 
durchg fiihrt. Die Co-Kultivierung wurde durch Wegnahme des 
Kallus-Induktionsmediums gestoppt und die Explantate zweimal fiir 
5 jeweils 1 min mit 25 ml und zweimal fiir 60 min mit jeweils 100 ml 
Waschmedium bei 100 U/min gewaschen. Das Waschmedium mit den 
Explantaten wurde in 15 cm Petrischalen iiberfiihrt und das Medium 
mit sterilen Pipetten entfernt. 

10 2ur Regeneration wurden jeweils 20-30 Explantate in 90 mm 

Petrischalen iiberfiihrt, welche 25 ml SproB-Induktionsmedium mit 
Phosphinotricin enthielten. Die Petrischalen wurden mit 2 Lagen 
Leukopor verschlossen und bei 25 °C und 2000 lux bei Photoperioden 
von 16 Stunden Licht/ 8 Stunden Dunkelheit inkubiert. Alle 12 

15 Tage wurden die sich entwickelnden Kalli auf frische Petrischalen 
mit Sproft-Induktionsmedium umgesetzt, Alle weiteren Schritte zur 
Regeneration ganzer Pflanzen wurde wie von Bade, J.B und Damm, B. 
(in: Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. und Spangenberg, G., 
Hrsg., Springer Lab Manual, Springer Verlag, 1995, 30-38) 

20 beschrieben durchgef iihrt . 
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Patentanspriiche 



1. 



10 



15 2 



30 5. 



35 

6. 

40 



Expressionskassette, enthaltend unter genetischer Kontrolle 
regulatxver Nukleinsauresequenzen 

a) die kodierende Nukleinsauresequenz fur 4- Hydroxyphenyl- 
pyruvat-Dioxygenase (HPPD) oder fur ein funktionales 
Aquivalent davon; und/oder 



wenigstens eine Nukleinsauresequenz (anti-HGD), welche zu 
exner Inhibition der Homogentisat-Dioxygenase(HGD)-Akti- 
vitat befahigt ist. 



Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass dxe anti-HGD-Sequenz zu einer antisense-Nukleinsaurese- 
quenz transkribierbar ist, die zur Inhibition der HGD-Aktivi- 
tat befahigt ist. 

20 3. Expressionskassette nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die kodierende HPPD-sequenz mit der kodierenden 
sequenz ernes Pf lanzenorganell-spezifischen Transitpeptids 
funktional verkniipft ist. 

25 4. Expressionskassette nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die kodierende HPPD-Sequenz und 
die anti-HGD-Sequenz jeweils unter der genetischen Kontrolle 
ernes pf lanzenspezif ischen Promotors stehen. 

Expressionskassette nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die kodierende 
HPPD-Nukleinsauresequenz fur ein Protein enthaltend eine 
Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 15 oder ein funktionales 
Aqurvalent davon kodiert oder eine Nukleinsauresequenz von 
Rest 8 bis Rest 1153 gemaB SEQ ID NO:14 oder ein funktionales 
Aquivalent davon umfaBt. 

Expressionskassette nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie ein HGD-Sequenzmotiv gemaB 
SEQ ID NO:l in antisense-Orientierung umfaBt. 

7. Rekombinanter Vektor, umfassend wenigstens eine 

Expressionskassette nach einem der Anspriiche 1 bis 6. 

45 8. vektor nach Anspruch 7, umfassend wenigstens ein 
Express ionskonstrukt des Typs: 
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5'-Pf lanzenspezifisch r Promotor/HPPD Oder anti-HGD/ 
Terminator- 3' , 

wobei die Einzelelemente mit inander funktional verknupft 
5 sind und wobei HPPD gegebenen falls fur ein Fusionsprotein, 

umfassend ein abspaltbares Trans itpeptid und ein Polypeptid 
mit HPPD-Aktivitat, kodiert. 

9. Vektor nach Anspruch 8, umfassend eines der folgenden Expres- 
10 sionskonstrukte : 

a) 35S-Promotor/anti-HGD/OCS-Terminator 

b ) LeguminB-Promotor /HPPD/NOS-Terminator 

15 

c) 35S-Promotor/anti-HGD/OCS-Terminator/LeguminB-Promotor/ 
HPPD/NOS-Terminator 

10. Mikroorganismus , enthaltend einen rekombinanten Vektor nach 
20 einem der Anspriiche 7 bis 9. 

11. Mikroorganismus nach Anspruch 10 aus der Gattung 
Agrobacterium und insbesondere der Art Agrobacterium 
tumef aciens . 

25 

12. Verwendung eines Vektor s nach einem der Anspriiche 7 bis 9 
Oder eines Mikroorganismus nach einem der Anspriiche 10 und 11 
zur Transformation von Pflanzen, Pf lanzenzellen, -geweben 
oder -teilen. 

30 

13. Verwendung nach Anspruch 12, wobei die Pflanzen, 

Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile zu einer verbesserten 
Tocopherol-Synthese befahigt werden. 

35 14. Transgene Pflanze, transformiert mit einem Vektor gemaft einem 
der Anspriiche 7 bis 9 oder mit einem Mikroorganismus gemaB 
einem der Anspriiche 10 und 11, oder transgene Zellen, Gewebe, 
Teile oder transgenes Vermehrungsgut davon. 

40 15. Transgene Pflanze nach Anspruch 14, ausgewahlt unter 

Kulturpf lanzen, wie Getreide, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, 
Zuckerriibe, Canola, Sonnenblume , Flachs, Kartoffel, Tabak, 
Tomate, Raps, Alfalfa, Salat, wie Kresse, und den 
verschiedenen Baum-, NuB- und w inspecies. 

45 
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16 . Verf ahren 2ur Herstellung von transgenen Pf lanzen nach einem 
der Anspruche 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, daB man 
Pflanz nzellen, -gewebe oder -teile Oder Protoplasten mit 
einem Vektor gemaB einem der Anspriich 7 bis 9 oder mit einem 
Mikroorganismus gemafl einem der Anspruche 10 und 11 
trans formiert, die trans formierten zellen, Gewebe, 
Pf lanzenteile oder Protoplasten in einem Wachstumsmedium 
kultiviert und gegebenenfalls aus der Kultur Pf lanzen 
regeneriert . 



10 



17 . Verwendung einer Express ionskassette nach einem der Anspruche 
1 bis 6, eines Vektors nach einem der Anspruche 7 bis 9, 
eines Mikroorganismus nach einem der Anspruche 10 oder 11 
oder einer transgenen Pf lanze nach einem der Anspruche 14 und 

15 15 zur Gewinnung von Pf lanzenmetaboliten, insbesondere 

Tocopherolen . 

18. Verf ahren zur Herstellung von Tocopherolen, dadurch 
gekennzeichnet, daB man aus einer Kultur einer 

20 trans formierten Pf lanze nach einem der Anspruche 14 und 15 

das Tocopherol isoliert. 



25 



30 



35 



40 



45 



\ 



WO 01/12827 



1 / 5 



Tocopherolsynthese 



PCT/EPOO/07807 



Shikimatweg 
1 

Hydroxyphenylpyruvat 



I 



HPPD 
Homogentisat 



HGD 



Maleyl- 
acetacetat 



Phytyl-PP 



Methyl-6-phytylquinol 

i 

2,3-Dimethyl-phytylquinol 

i 

y-Tocopherol 5-Tocopherol 

1 

a-Tocopherol (^-Tocopherol 



i 



Fig.1 



WO 01/12827 



2 / 5 



PCT/EP00/07807 



Uipuifi — , 



8Ud«V — 1 



mp«iH 



i*qx — 




▼ 



! i 

i ' 

s j 

k 



i«ix— i 



a 

a 

8 



Cm 
Ph 

> 
H 

Ph 



WO 01/12827 



3 / 5 



PCT/EP00/07807 




WO 01/12827 | 



4 / 5 



PCT/EP00/07807 



IIIPUIH 



I!*S 



8Udsy — 



I^ooh — 



Q 

O 

n 

PS 

S3 

S3 



IFS _ 



81£dsv 



a 

Q 

O 

06 
a, 



^1- 
tin 



WO 01/12827 



5 / 5 



PCT/EPOO/07807 




***** 



WO 01/12827 



1 



PCT/EP00/07807 



SEQUENCE LISTING 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> Homogentisat-Dioxygenase 

<130> M/40226 

<140> 19937957.2 
<141> 1999-08-11 

<160> 15 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 575 
<212> DNA 

<213> Brassica napus 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(6) 

<223> /function 5 "Restriktionsschnit/tstelle 
<220> 

<221> mis cofeature 
<222> (570). .(575) 

<223> /function = "Restriktionsschnittstelle* 
<400> 1 

gtcgacgggc cgatgggggc gaagggtctt gctgcaccaa gagattttct tgcaccaacg 60 
gcatggtttg aggaagggct acggcctgac tacactattg ttcagaagtt tggcggtgaa 120 
ctctttactg ctaaacaaga tttctctccg ttcaatgtgg ttgcctggca tggcaattac 180 
gtgccttata agtatgacct gcacaagttc tgtccataca acactgtcct tgtagaccat 240 
ggagatccat ctgtaaatac agttctgaca gcaccaacgg ataaacctgg tgtggccttg 300 
cttgattttg tcatattccc tcctcgttgg ttggttgctg agcatacctt tcgacctcct 360 
tactaccatc gtaactgcat gagtgaattt atgggcctaa tctatggtgc ttacgaggcc 420 
aaagctgatg gatttctacc tggtggcgca agtcttcaca gttgtatgac acctcatggt 480 
ccagatacaa ccacatacga ggcgacgatt gctcgtgtaa atgcaatggc tccttataag 540 
ctcacaggca ccatggcctt catgtttgag gtacc 575 



<210> 2 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc = 
"Oligonukleotid" 

<220> 

<221> misc_feature 
<222> (9) 

<223> /mod base = i 
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<220> 

<221> misc_feature 

<222> (12) 

<223> /mod_base = i 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (15) 

<223> /mod_ base = i 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (18) 

<223> /mod_base = i 

<220> 

<221> mi sc_f eature 

<222> (21) 

<223> /mod_base = i 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (24) 

<223> /mod_base = i 

<400> 2 

gtcgacggnc cnatnggngc naangg 26 



<210> 3 
<211> 29 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: /desc = 
"Oligonukleotid" 



<220> 






<221> 


misc 


_f eature 


<222> 


(18)" 




<223> 


/mod_ 


base = i 


<220> 






<221> 


misc 


_f eature 


<222> 


(24)" 




<223> 


/mod 


base = i 


<220> 






<221> 


misc 


_f eature 


<222> 


(27)" 




<223> 


/mod^ 


base = i 



<400> 3 

ggtacctcra acatraangc catngtncc 



29 
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<210> 4 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc 
"Oligonukleotid" 

<400> 4 

gaattcgatc tgtcgtctca aactc 

<210> 5 

<211> 26 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc 
"Oligonukleotid" 

<400> 5 

ggtaccgtga tagtaaacaa ctaatg 



<210> 6 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc 
"Oligonukleotid" 

<400> 6 

atggtacctt ttttgcataa acttatcttc atag 



<210> 7 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc 
"Oligonukleotid" 

<400> 7 

atgtcgaccc gggatccagg gccctgatgg gtcccatttt ccc 



<210> 8 
<211> 25 
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<212> DNA 

<213> Kunstlich Seguenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc = 
Oligonukleotid" 



<400> 8 

gtcgacgaat ttccccgaat cgttc 



25 



<210> 9 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Seguenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc = 
"Oligonukleotid" 

<400> 9 

aagcttccga tctagtaaca taga 24 



<210> 10 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc « 
"Oligonukleotid* 



<210> 11 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc = 
"Oligonukleotid* 

<400> 11 

aagcttccga tctagtaaca taga 24 

<210> 12 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<400> 10 

aagcttgatc tgtcgtctca aactc 



25 



<220> 



m 



PAGE BLANK (uspto) 
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<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc = 
"Oligonukleotid" 



<400> 12 

attctagaca tggagtcaaa gattcaaata ga 



<210> 13 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 

<220> 
<223> 



<400> 13 

attctagagg acaatcagta aattgaacgg ag 



32 



32 



Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc = 
"Oligonukleotid" 



<210> 14 
<211> 1159 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: /desc = 
<220> 

<221> misc_feature 
<222> (1)..(6) 

<223> /function « "Res triktionsschnitts telle" 

<220> 

<221> CDS 

<222> (8).. (1153) 

<220> 

<221> misc_£ eature 
<222> (1154). . (1159) 

<223> /function = "Restriktionsschnittstelle" 
<400> 14 

gtcgact atg act caa act act cat cat act cca gat act get aga caa 49 
Met Thr Gin Thr Thr His His Thr Pro Asp Thr Ala Arg Gin 
15 10 

get gat cct ttt cca gtt aag gga atg gat get gtt gtt ttc get gtt 97 
Ala Asp Pro Phe Pro Val Lys Gly Met Asp Ala Val Val Phe Ala Val 
15 20 25 30 



gga aac get aag caa get get cat tac tac tct act get ttc gga atg 145 
Gly Asn Ala Lys Gin Ala Ala His Tyr Tyr Ser Thr Ala Phe Gly Met 
35 40 45 



page blank m , 
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caa ctt gtt get tac tct gga cca gaa aac gga tct aga gaa act get 193 
Gin Leu Val Ala Tyr Ser Gly Pro Glu Asn Gly Ser Arg Glu Thr Ala 
50 55 60 

tct tac gtt ctt act aac gga tct get aga ttc gtt ctt act tct gtt 241 
Ser Tyr Val Leu Thr Asn Gly Ser Ala Arg Phe Val Leu Thr Ser Val 
65 70 75 

att aag cca get acc cca tgg gga cat ttc ctt get gat cac gtt get 289 
lie Lys Pro Ala Thr Pro Trp Gly His Phe Leu Ala Asp His Val Ala 
80 85 90 

gaa cac gga gat gga gtt gtt gat ctt get att gaa gtt cca gat get 337 
Glu His Gly Asp Gly Val Val Asp Leu Ala He Glu Val Pro Asp Ala 
95 100 105 110 

aga get get cat get tac get att gaa cat gga get aga tct gtt get 385 
Arg Ala Ala His Ala Tyr Ala He Glu His Gly Ala Arg Ser Val Ala 
115 120 125 

gaa cca tac gaa ctt aag gat gaa cat gga act gtt gtt ctt get get 433 
Glu Pro Tyr Glu Leu Lys Asp Glu His Gly Thr Val Val Leu Ala Ala 
130 135 140 

att get act tac gga aag act aga cat act ctt gtt gat aga act gga 481 
He Ala Thr Tyr Gly Lys Thr Arg His Thr Leu Val Asp Arg Thr Gly 
145 150 155 

tac gat gga cca tac ctt cca gga tac gtt get get get cca att gtt 529 
Tyr Asp Gly Pro Tyr Leu Pro Gly Tyr Val Ala Ala Ala Pro lie Val 
160 165 170 

gaa cca cca get cat aga acc ttc caa get att gac cat tgt gtt ggt 577 
Glu Pro Pro Ala His Arg Thr Phe Gin Ala He Asp His Cys Val Gly 
175 180 185 190 

aac gtt gaa etc gga aga atg aac gaa tgg gtt gga ttc tac aac aag 625 
Asn Val Glu Leu Gly Arg Met Asn Glu Trp Val Gly Phe Tyr Asn Lys 
195 200 205 

gtt atg gga ttc act aac atg aag gaa ttc gtt gga gat gat att get 673 
Val Met Gly Phe Thr Asn Met Lys Glu Phe Val Gly Asp Asp He Ala 
210 215 220 

act gag tac tct get ctt atg tct aag gtt gtt get gat gga act ctt 721 
Thr Glu Tyr Ser Ala Leu Met Ser Lys Val Val Ala Asp Gly Thr Leu 
225 230 235 

aag gtt aaa ttc cca att aat gaa cca get ctt get aag aag aag tct 769 
Lys Val Lys Phe Pro He Asn Glu Pro Ala Leu Ala Lys Lys Lys Ser 
240 245 250 

cag att gat gaa tac ctt gag ttc tac gga gga get gga gtt caa cat 817 
Gin He Asp Glu Tyr Leu Glu Phe Tyr Gly Gly Ala Gly Val Gin His 
255 260 265 270 
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att get ctt aac act gga gat ate gtg gaa act gtt aga act atg aga 865 

lie Ala Leu Asn Thr Gly Asp lie Val Glu Thr Val Arg Thr Met Arg 

275 280 285 

get gca gga gtt caa ttc ctt gat act cca gat tct tac tac gat act 913 

Ala Ala Gly Val Gin Phe Leu Asp Thr Pro Asp Ser Tyr Tyr Asp Thr 

290 295 300 

ctt ggt gaa tgg gtt gga gat act aga gtt cca gtt gat act ctt aga 961 

Leu Gly Glu Trp Val Gly Asp Thr Arg Val Pro Val Asp Thr Leu Arg 

305 310 315 

gaa ctt aag att ctt get gat aga gat gaa gat gga tac ctt ctt caa 1009 

Glu Leu Lys lie Leu Ala Asp Arg Asp Glu Asp Gly Tyr Leu Leu Gin 

320 325 330 

ate ttc act aag cca gtt caa gat aga cca act gtg ttc ttc gaa ate 1057 

lie Phe Thr Lys Pro Val Gin Asp Arg Pro Thr Val Phe Phe Glu lie 

335 340 345 350 

att gaa aga cat gga tct atg gga ttc gga aag ggt aac ttc aag get 1105 

lie Glu Arg His Gly Ser Met Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Lys Ala 

355 360 365 

ctt ttc gaa get att gaa aga gaa caa gag aag aga gga aac ctt tag 1153 

Leu Phe Glu Ala He Glu Arg Glu Gin Glu Lys Arg Gly Asn Leu 

370 375 380 

gtcgac 1159 



<210> 15 
<211> 381 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: /desc = 
"DNA" 

<400> 15 

Met Thr Gin Thr Thr His His Thr Pro Asp Thr Ala Arg Gin Ala Asp 
1 5 10 15 

Pro Phe Pro Val Lys Gly Met Asp Ala Val Val Phe Ala Val Gly Asn 
20 25 30 

Ala Lys Gin Ala Ala His Tyr Tyr Ser Thr Ala Phe Gly Met Gin Leu 
35 40 45 

Val Ala Tyr Ser Gly Pro Glu Asn Gly Ser Arg Glu Thr Ala Ser Tyr 
50 55 60 

Val Leu Thr Asn Gly Ser Ala Arg Phe Val Leu Thr Ser Val lie Lys 
65 70 75 80 

Pro Ala Thr Pro Trp Gly His Phe Leu Ala Asp His Val Ala Glu His 

85 90 95 



# 
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Gly Asp Gly Val Val Asp Leu Ala lie Glu Val Pro Asp Ala Arg Ala 
100 105 110 

Ala His Ala Tyr Ala lie Glu His Gly Ala Arg Ser Val Ala Glu Pro 
115 120 125 

Tyr Glu Leu Lys Asp Glu His Gly Thr Val Val Leu Ala Ala He Ala 
130 135 140 

Thr Tyr Gly Lys Thr Arg His Thr Leu Val Asp Arg Thr Gly Tyr Asp 
145 150 155 160 

Gly Pro Tyr Leu Pro Gly Tyr Val Ala Ala Ala Pro He Val Glu Pro 
165 170 175 

Pro Ala His Arg Thr Phe Gin Ala He Asp His Cys Val Gly Asn Val 
180 185 190 

Glu Leu Gly Arg Met Asn Glu Trp Val Gly Phe Tyr Asn Lys Val Met 
195 200 205 

Gly Phe Thr Asn Met Lys Glu Phe Val Gly Asp Asp He Ala Thr Glu 
210 215 220 

Tyr Ser Ala Leu Met Ser Lys Val Val Ala Asp Gly Thr Leu Lys Val 
225 230 235 240 

Lys Phe Pro He Asn Glu Pro Ala Leu Ala Lys Lys Lys Ser Gin He 
245 250 255 

Asp Glu Tyr Leu Glu Phe Tyr Gly Gly Ala Gly Val Gin His He Ala 
260 265 270 

Leu Asn Thr Gly Asp He Val Glu Thr Val Arg Thr Met Arg Ala Ala 
275 280 285 

Gly Val Gin Phe Leu Asp Thr Pro Asp Ser Tyr Tyr Asp Thr Leu Gly 
290 295 300 

Glu Trp Val Gly Asp Thr Arg Val Pro Val Asp Thr Leu Arg Glu Leu 
305 310 315 320 

Lys He Leu Ala Asp Arg Asp Glu Asp Gly Tyr Leu Leu Gin He Phe 
325 330 335 

Thr Lys Pro Val Gin Asp Arg Pro Thr Val Phe Phe Glu He He Glu 
340 345 350 

Arg His Gly Ser Met Gly Phe Gly Lys Gly Asn Phe Lys Ala Leu Phe 
355 360 365 

Glu Ala He Glu Arg Glu Gin Glu Lys Arg Gly Asn Leu 
370 375 380 



